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Nucleinsaure- Sequenzen und Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Pseudomonas 



Die Erfindung bet r if ft Nucleinsaurernolekule - 
Nachweis, einen Kit sowie deren Verwendungen , 



Pseudomonas - 



Allgemeiner Hintergrund der Erfindung 



Das gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa ist ein 
weit -verbreitetes , fur den Menschen pathogenes Bakterium, das 
vor ailem fur Neugeborene und abwehrgeschwachte Menschen ein 
hohes gesundheit 1 iches Risiko darstellt . Neben seiner hohen 
klinischen Relevanz, der haufig vcrhandenen Ant ibiot ikaresi - 
stenzen und der Bildung von Toxinen, insbesondere des hochgif- 
tigen Exotoxins A (Woods, D.E. and Iglewski, B.H., Rev. Infect, 
Dis. 5, 714-722 (1983), ist Pseudomonas aeruginosa einer der 
bedeutendscen , bakteriellen Verursacher von Lebensmit telvergif - 



tuncrer. . Fur den Nachweis von Pseudcrr,orias aeruginosa. v;erden mit- 
eels konventicneiler Verfahren mindestens 4 Tage benotigt. Die 
Entwicklung schneller Nachweisverf ahren von Pseudomonas aeru- 
ginosa in Lebensmitteln una klinischen ? red en 1st da her drin- 
gend erforderlich . 

Fur den roue inema'Eigen Einsatz zur Erfassung ernzelner Mikroor- 
ganismen sind in den let z ten Jahren eine Reihe neuer Methoden 
entwickelt wo r den . Hierzu zahlen Immunol ogi sche Verfahren, die 
auf dem Einsatz poiyvalenter oder monoklonaler Antikorper beru- 
hen und Verfahren, bei denen Nucleinsaure - Sonden zum Nachweis 
mittels Hybridisierung an keimspezif ische Nucleinsauren einge- 
setzt werden . Als weitere Methoden warden diejenigen Verfahren 
beschrieben, die auf einer spezif ischen Nucleinsaure - 
Amplif ikat ion basieren, mit oder ohne anschlieSende Bestati- 
gungsreakt ion durch Nucleinsaure -Hybridisierung . Eingesetzte 
Verfahren zur Ampli f ikat ion von Nucleinsauren sind z.B. die Po- 
lymerase -Kettenreakt ion (polymerase chain reaction, PGR) [US 
Patente 4,683,195; 4,683,202; und 4,965,188], die Ligase- 
Kettenreaktion [WO Verof f entlichung 89/09835] , die u self- 
sustained sequence replication" [EP 329,822], das 
u transcription based amplification system" [EP 310,229] und das 
Qp RNA-Replikase-System [US Patent 4,957,853]. 

Die genannten Verfahren auf Nucleinsaure -Basis sind so sensi- 
tive dafi, anders als bei konvent ionellen mikrobiologischen Ver- 
fahren, eine langwierige Anreicherung des nachzuwe isenden Mi- 
kroorganismus aus der zu untersuchenden Probe entfallt oder 
stark verkurzt werden kann. Eine Untersuchung auf An- oder Ab- 
wesenheit des jeweiligen Mikroorganismus ist daher bei Anwen- 
dung der genannten Verfahren auf Nucle insaure -Basis in der Re- 
gel innerhalb eines Tages abges ^.lessen. Insbesondere wenn fur 
den Nachweis mittels konvent lonelier Verfahren mehrere Tage bis 



Wccheri benctigt werden, wird hierdurch eir.e erhebliche Zeitver- 
kurzung erreicht . 

Es sind verschiedene Verfahren auf PCR-Basis zum Nachweis von 
Pseudomojias aeruginosa beschrieben. Mittels Amplification einer 
369 bp langen DMA-Region aus dem Exotoxin A-Gen konnte selektiv 
die Anwesenheit von Stammen der Spezies Pseudomonas aeruginosa 
nachgewiesen warden [Khan e: al . (1994), Appl . Environ. Micro- 
biol. 60, 3739-3745] . Zwar wurden mit diesem ?CR-Syscem keine 
Sak eerier, anderer Spezies erf aSt , jedoch konnte nur bei 96% der 
insgesamt 13 C getesteten Pseudomonas aeruginosa -Stamme ein 
Amplifikat beobachtet werden. Dieses PCR-Syscem ist somit nur 
bedingt fur die Etablierung eines Schnellverf ahrens geeignet, 
mit dem die Anwesenheit aller Stamme von Pseudomonas aeruginosa 
zuveriassig nachgewiesen werden kann . 

Mit Hilfe eines weiteren, kurzlich verof f ent 1 ichten , auf einer 
Multiplex-PCR basierenden Verfahrens gelang der selektive Nach- 
weis von f luoreszierenden Pseudomonaden einerseits una Pseudo- 
monas aeruginosa andererseits [De Vos et al (1997), J. Clin. 
Microbiol. 35, 1295-1299] . Jedes der insgesa^,: 150 getesteten 
Isolate von Pseudomonas aeruginosa konnte mit diesem Verfahren 
erfa^t werden. Nachteiiig ist jedoch, da£ das fur die selektive 
Erfassung von Pseudomonas aeruginosa herangezcgene oprh-Gen 
auch in anderen Spezies der Gattung Pseudomonas hochkonserviert 
ist. So sind die Aminosauren, die im Bereich der Bindungss tel - 
len der von Voss et al . verwendeten Primer kodiert werden, in 
Pseudomonas putida und Pseudomonas aeruginosa identisch. Der 
Nachweis von Pseudomonas aeruginosa beruht somit lediglich auf 
einigen wenigen unterschiedlichen Basenpaaren bedingt durch die 
Variation, der dritten Position einzeiner Aminosaurecodons . Dies 
birgr ~ rf ahrungsgemaS eine groSe Gefahr des Auftretens von 
faisch-posit iven bzw. falsch negativen Ergebnissen. 
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Das beschrreoene Muitmlex-PGR-Svstem bis tst zud^r?, v/scrsn der 
hohen Konservierung der cprl und oprL-Gene wohl kaum die Mog- 
iichkeit, durch z.B. Einsatz verschiedener Sonden im AnschluS 
an die ?CH-Reaktion, auch ar.de re kiinisch relevante Spezies der 
Gattung Pseudomonas nachzuweisen, wie z.B. Pseudomonas fluore- 
scens, Pseudomonas mendocina , Pseudomonas puzida oder Pseudomo- 
nas s tuzzeri . 

Ziel der hier darges tell ten Erf indung war die Htablierung von 
Nucl e insanresequenzer , derer Einsatz als Primer und/oder Sonden 
eine moglichst volisrandige Erfassung aller Vertreter der Spe- 
zies Pseudomonas aeruginosa sicherstellt . Ein weiteres Ziel der 
Erfindung war das Auffinden eines Genom-Bereiches , der inner- 
halb verschiedener Spezies der Gattung Pseudomonas ausreichend 
hohe Sequenz - Variabilitat aufweist, urn optional auch den Nach- 
weis anderer Spezies der Gattung Pseudomonas zu ermoglichen, 
z.B. durch Einsatz verschiedener Varianten von Primern und/oder 
Sonden in der PCR bzw. im Anschlute an die PCR. 

Je nach GroEe der zu detekt ierenden Gruppe von Mikroorganismen 
una evolutionare Verwandtschaf t ( Ahnlichkeit ) von abzugrenzen- 
den (nicht zu erfassenden) Mikroorganismen erfordert ein auf 
dif f erent iellen DNA- Sequenzen basierender Nachweis sehr umfang- 
reiche Vorarbeiten, urn jeweils geeignete DNA-Sequenzen mit der 
gewunschten Spezifitat zu finder. Die hier dargelegte Erfindung 
betrifft solche DNA-Sequenzen, mit denen der Schnel Inachwe is 
von Bakterien der Gattung Pseudomonas , insbesondere von Pseudo- 
monas aeruginosa moglich ist . 

Beschreibung der Erfindung 

GemaB einer Ausf uhrungsf orm wird die der Erfindung zugrundelie- 
gende Aufgabe durch ein Nucieinsauremolekul gelost, das dadurch 



gewinnbar ist, da£ man von mehrerer. Stammer, ausgeht, die einer - 
seits einer nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus 
Pseudomonas und andererseits nicht -nachzuweisenden Bakterien 
angehoren , 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Stamm der genannten 
Bakterien (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S- innergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und 
das Ampl if ikat ionsprodukt gewinnt (erstes Amplif ikat ionspro- 
dukt } , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Stamm der ge- 
nannten Bakterien jeweils gemaS Stufen (a) und (b) genomi- 
sche DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region mit dem 
direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt angren- 
zenden 5S-Bereich amplifiziert und das Ampl i f ikationsprodukt 

gewinnt (zweites, drittes, ntes Ampl i f ikat ionspro - 

dukt) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaJS (b) und 
(c) gewonnenen Amplif ikat ionsprodukten bestimmt und die DNA- 
Sequenz des Amplif ikat ionsproduktes gema& (b) mit der DNA- 
Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikat ionsprodukte gema£ (c) 
vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert 
und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuweisende Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas von nicht - 
nachzuweisenden Bakterien anhand von Unt erschieden an minde- 
stens einer Nukleot idposi t ion im Sequenzbereich des Nuclein- 
sauremolekuls unterscheiden lafit . 

Das erf indungsgemaise Nucleinsauremolekul kann dadurch gewinnbar 
sein, daiS man von Stammen ausgeht, die einerseits nachzuweisen- 
den Bakterien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht 
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nachzuweisenden Bakterien eines ar.derer. Ger.us 'anderer Gene! 
als Pseudomonas ancrehoren. 



Gema& einer weiteren Ausfuhrungsform wird die dsr Erfindung zu- 
grundel iegende Aufgabe durch ein Nucleinsauremolekul gelost, 
das dadurch gewinnbar ist, da:£ man von mehreren Stammen aus- 
geht, die einer nachzuweisenden und einer ni cht -nachzuwe isenden 
Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Ps e nd oin anas- St amm die- 
ser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in. an sich bekannter Weise die 23S/5S - in^ergenische Region 
gegebenenf ails mit dem direkt angrenzenden 23S-3ereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und 
das Amplif ikat ionsprodukt gewinnt (erstes Ampl if ikat ionspro- 
dukt) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweiis gema£ Stufen (a) und (b) geno- 
mische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region mit 
dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt an- 
grenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplif ikations- 

produkt gewinnt (zweites, drittes, ntes" Amplif ikati- 

onsprodukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemafi (b) und 
(c) gewonnenen Amplif ikat ionsprodukten bestimmt und die DNA- 
Sequenz des Amplif ikat ionsproduktes gema£ (b) mit der DNA- 
Sequenz eines oder mehrerer Amplif ikationsprodukce gemafe (c) 
vergleicht und 

(e) ais Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert 
und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuweisende Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas von der nicht - 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas 
anhand von Unt erschieden an mindestens einer Nukleotidposi - 
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tier. im Sequenzbere i ch des Nucle insauremol ekuls unterschei- 
den la£n . 



Das erfindungsgemaSe Nucleinsauremolekul kann dadurch gewinnbar 
sein, da% man von Stammen ausgeht, die einer nachzuwe isenden 
Gruppe von Bakterien der Species Pseudomonas aeruginosa und ei- 
ner nicht-nachzuweisenden Gruppe von Bakterien anderer Pseudo- 
ruona.s- Scec ies anaehoren . 



Ferner betrifft die erfindung ein Nucie insauremciekul der SEQ 
ID NO 1 oder der hierzu komolementaren 



1 - ^ -7 



Ferner betrifft die Erfindung ein derartiges Nucleinsauremole- 
kul T ; it einer gegenuber dem vorstehenden Nucleinsauremolekul 
verkurzten Sequenz, und zwar der Sequenz des Bereiches oder im 
Bereich der Nukleot idoosit icnen 12 bis 131. 



Ferner betrifft die Erfindung ein derartiges Nucleinsauremole- 
kul mit einer gegenuber einem Nucleinsaureir.olekiil der SEQ ID 
NO 1 verkiirzten Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

!iii) der zu (i) und (ii) jeweils komplementaren Sequenz. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Nucle insauremolekul der SEQ 
ID NO 2 oder der hierzu komplementaren Sequenz . 



Ein erf indungsgemaftes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekenn- 
zeichnet sein, date es hinsichtiich seiner Sequenz bei minde- 
stens 10 auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleot idkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaS einem der vorhergehen- 
den Ansprii^he identisch ist oder 

(ii) in 9 von lu auf e inanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
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Nucleinsauremolekul gemab emem der vcraergehenden Ansprii 
che ubereinst irarr.t oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukleociden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaiS einem der vorhergehenden Anspru 
che ubereinst immt oder 

(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremolekul gemafe ei 
nem der vorhergehenden Anspruche homoicg ist. 

Ein derartiges erf indungsgemaSes Nucleinsauremolekul kann da- 
durch gekennzeichnet sein, date es 10 bis 250 und vorzugsweise 
15 bis 30 Nukieotide iang ist. 



Ein erfinaungsgemaEes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekenn- 
zeichnet sein, dafi es e inzels trangig oder doppelstrangig vor- 
1 iegt . 



Ein erf indungsgemafSes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekenn- 
zeichnet sein, da£ es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA 

(iii) als PNA vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenf al 1 s in einer fur ana- 
iytische Nachweisverfahren, insbesondere auf Basis von Hybridi- 
sierung und/oder Amplif iz ierung , an sich bekannten Weise modi- 
f iziert ist . 



So kann ein erf indungsgemafees Nucleinsauremolekul dadurch modi 
fiziert sein, da£ bis zu 20 % der Nukieotide von mindestens 10 
auf einanderf olgenden Nukleotiden seiner Nukleot idkette , insbe- 
sondere 1 oder 2 Nukieotide, durch fur Sonden und/oder Primer 
an sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere 
durch Nukieotide, die bei Bakterien nicht natiirlich vorkommen. 
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Femer kann das erf indungsgemafse Kucleinsaure^olekul dadurch 
oder zusaczlich dadurch modifiziert bzw. r.arkierc sein, da£ es 
in einer fur analytische Nachwe isver f ahren an sich bekannten 
Weise eine oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, 
f luoreszierende Gruppen, Gruppen zur Immobilisierung an fester 
Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte cder direkte Reakti- 
on, insbesondere eine enzymatische Reakticr, insbe sonde re mit 
Kilfe von Ant: ikorpern , Antigenen, Enzyme n uni oder Substanzen 
rr.it Affinitat zu Enzymen oder Enzymkompi exen , und/oder ander- 
weicig modi f i z ierende oder nodi f i z iert e Gruc^er. nuc le insaure - 
ahnlichen Aufbaus aufweist . 



GemaS einer we iter en Ausf uhrungsf crni wird die der Erfindung zu- 
grundeliegende Aufgabe durch einen Kit fur analytische Nach- 
we isverf ahren gelost, insbesondere zutn Nachweis von Bakterien 
der Gattung Pseudomonas , wobei der Kit cekerr.seicr.net ist durch 
ein oder mehrere erf indungsgemafee Nucleinsauremolekuie , 

GemaS einer weiteren Ausf iihrungsf orm wird die der Erfindung zu- 
grundeliegende Aufgabe durch eine Verwendung von einem oder 
raehreren erf indungsgetnaEen Nucieinsaureraolekulen cder eines er- 
f indungsgema'Sen Kits zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von 
Bakterien geidst, welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung 
Psaudomonas angehoren. 

Die erf indungsgerr.a£e Verwendung kann dadurch gekennzeich.net 
sein, dafe die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas ver- 
schiedene Stamme von Pseudomonas aeruginosa, umrafet oder durch 
diese Stamme gebildet wird. 

Eine derartige erf indungsgema&e Verwendung kann dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daE, es sich bei der Gruppe von Bakterien der 
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Gattung Pseudomonas ausschliefel ich um Pseudomonas aeruginosa- 
Stamme handelt . 



Ferner kann eine erf indungsgemaSe Verwendung dadurch gekenn- 
zeichnet sein, daE. man eine Nucleinsaurehybridisierung und/oder 
eine Nucleinsaureamplif ikation durchf uhrt . 



Ferner kann eine erf indungsgemafie Verwendung dadurch gekenn- 
zeichnet sein, da£ man eine Polymerase-Kettenreakt ion als 
Nucleinsaureamplif ikation durchfiihrt . 



Ferner kann eine erf indungsgemaSe Verwendung dadurch gekenn- 
zeichnet sein, da£ man den Nachweis dadurch durchf uhrt , daft man 
die nachzuweisenden Bakterien von nicht -nachzuweisenden Bakte- 
rien anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder RNA 
an mindestens einer Nukleot idposit ion im Bereich eines erfin- 
dungsgemaSen Nucleinsauremolekuls untersche ide t . 



Ferner kann eine erf indungsgemafte Verwendung dadurch gekenn- 
zeichnet sein, da£ man anhand von Unterschieden im Bereich ei- 
nes Nucleinsauremolekuls der SEQ ID NO 1 oder der hierzu kom- 
plementaren Sequenz unterscheidet . 



Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels Nuclein- 
saure-Hybridisierung oder -Amplif ikation werden erf indungsgemaS 
also keimspezif ische Oligonukleot ide eingesetzt . Keimspezif i - 
sche Oligonukleotide sind Nucleinsauren, 10 bis 250 Basen 
(vorzugsweise 15 bis 30 Basen) lang, deren Basensequenz charak- 
teristisch fur einen spezifischen Mikroorganismus oder eine 
Gruppe von Mikroorganismen ist . Eine Hybr idisierung an DNA bzw. 
eine Amplif ikation von DNA bei Einsatz dieser keimspezif ischen 
Oligonukleotide (z.B. als Primer oder Sonden) mit den oben ge- 
nannten Verfahren kann, unter geeigneten r.eakt ionsbedingungen , 



11 



nur dann erfolgen, wenn die DNA der jeweils nachzuweisenden Mi- 
kroorganismen anwesend ist . 

Prokaryont ische Ribosomen beinhalten drei distinkte Nucleinsau- 
rekomponenten , welche allgemein als 5S, 16S und 23S rRNA 
(ribosomale Ribonucleinsaure ) bekannt sind. Die genetische In- 
formation fur diese Ribonucleinsauren {rDNA; ist im Genom typi - 
scherweise in Form von Tandems angeordnet . Die Organisation ei- 
ner solchen Einheit ist 16S-23S-5S, wobei die drei Gene durch 
kurze hypervariable intergenische Regionen voneinander getrennt 
sind. Die Einheiten sind im Genom mehrfach vorhanden, wobei die 
Anzahl der sich wiederholenden Einheiten in verschiedenen Bak- 
terien variieren kann . Die hohe Konservierung der DNA-Sequenz 
im Bereich der 16S rDNA, der 23S rDNA und der 5S rDNA liber das 
gesamte Bakterienreich ermdglicht ein Design von nicht- 
spezifischen Ol igonukleotiden auch ohne genaue Kenntnis der 
DNA-Sequehzen der zu untersuohenden Mikroorganismen. Solche 
nicht - spezif ischen Oligonukleot ide sind charakterist isch fur 
eine groSere, in der Regel phylogenet i sch verwandte Gruppe von 
Mikroorganismen, Durch Einsatz dieser nicht - spezif ischen Oligo- 
nukleotide gelingt dem Fachmann, z.B. nach ent sprechenden Vor- 
versuchen durch DNA- Ampl if ikat ion mittels PGR, die Isolation 
von rDNA- Fragmenten , z.B. der 23S/5S intergenischen Region ei- 
ne s beliebigen Mikroorganismus. Durch DNA- Sequenz ierung kann 
dann die Sequenz der hypervariablen intergenischen Regionen des 
betreffenden Mikroorganismus bestimmt werden. 



DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region einer mog- 
lichst groSen Anzahl nachzuwei sender Bakterien (z.B von ver- 
schiedenen Psaudomonas- Spezies) einerseits und nachf olgender 
Vergleich dieser DNA- Sequenz en andererseits erlauben das Auf- 
finden von DNA-Bereichen , die in der untersuchten Gruppe (z.B 
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Pseuaomonas ~ Spezies ; nich~ oder nur unwesent I ich verander: 



DNA-Sequenzierung der 23S/5S int ergeni schen Region ausgewahlter 
nicht-nachzuweisender Bakterien (z.B. Bakterien die nicht zur 
Gattung Pseudomonas gehoren) einerseits una nachf oigender Ver- 
gleich aieser DNA-Sequenzen mit der Sequenz der nachzuwei senden 
Bakterien (z.3. verschi edener Pseudomonas- See z ies i andererseits 
erlaubt das Auffinden von DNA-Sequenzen/ die fur die nachzuwei- 
senden Bakterien (z.B. alle Pseudomonas - Spezies) charakteri- 
stisch sind. Aus diesen DNA-Sequenzen konner. wiederum Oligonu- 
kieotide abgeiei tetet werden, die ais Primer und/oder Sonden in 
auf Nucieinsauren basierenden Verfahren einseczbar sind, mit 
dem Ziel, die jeweilige Gruppe von Bakterien 'z.3. alle Spezies 
der Gattung Pseudomonas) spezifisch nachzuwei sen . 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen DNA-Sequenzen 
zum Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas , insbesonde- 
re Bakterien der Spezies Pseudomonas aeruginosa, basieren auf 
der 23S/5S intergenischen Region und dem direkt angrenzenden 
Bereich der 23S rDNA . Die DNA-Sequenz in dieser Region wurde 
fur eine Vielzahl von Bakterien bestimmt. Nach exakten Sequenz- 
vergleichen wurden keimspezif ische Nucleinsauresequenzen be- 
stimmt, fur Primer und/oder Sonden fur einen Einsatz in einem 
Spezies-/Genus-spezif ischen Nachweisverf ahren benutzt werden 
konnen . 

Zum Nachweis der jeweiligen Gruppe von Mikroorganismen werden 
Nucieinsauren, vorzugsweise genomische DNA, zunachst aus den in 
einer zu untersuchenden Probe bzw. Bakterienkultur enthaltenen 
Zellen freigesetzt. Nittels Nucleinsaure-hybridisierung kann 
dann, und zwar unter Einsatz der erf indungsgema£en keimspezifi- 
s:hen Oligonuki . otide als Sonde, der direkte Nachweis von keim- 
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spezif ischen Nucleinsauresequenzen in der zu umersuchenden 
Probe erfolgen. Geeignet hierzu sind verschiedene dem Fachmann 
bekannte Verfahren, wie z.B. "Southern blot" oder "dot blot". 

Bevorzugt ist jedoch, vor allem wegen der hoheren Empf indl ich- 
keit, ein indirektes Nachweisverf ahren , bei dem die gesuchten 
DNA/RNA-Sequenzen zunachst mi t eels der o.g. Verf ahren zur 
Amplif ikation von Nucleinsauren , vorzugsweise PCR, ampl i f i ziert 
we r den . 



Die Amplif ikation von DNA/RNA unter Verwendung der genannten 
Verfahren kann unter Einsatz von keimspezif ischen Oligonukleo- 
tiden als Primer erfolgen. Dabei werden nur in dem Fall spezi- 
fische Amplif ikate gebildet, in dem DNA/RNA des nachzuweisenden 
Mikroorganismus anwesend ist. Durch eine nachgeschal tete Detek- 
t ionsreaktion unter Verwendung von keimspezif ischen Oligonu- 
kleotiden als Sonden kann die Spezifitat des Nachwei sverf ahrens 
erhoht werden. Fur diese nachgeschal tete Detekt ionsreakt ion ist 
ebenso die Verwendung von nicht -keimspezif ischen 01 igonukleot i - 
den moglich. 



Alternativ kann die Nucleinsaure-Amplif ikation auch in Anwesen- 
heit eines oder mehrerer nicht - spezif isch^r 01 igonukleot ide 
durchgefuhrt werden, so daS mogl icherweise auch DNA/RNA ande ~ 
rer, nicht -nachzuweisender Mikroorgani smen amplifiziert werden 
kann. Ein derartiges Amplif ikationsverf ahren ist in der Kegel 
weniger spezifisch und sollte daher durch eine nachfolgende De- 
tekt ionsreakt ion mit einem oder mehreren keimspezif ischen Oli- 
gonukleotid (en) als Sonde (n) abgesichert werden. 



Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren bekannt, mit denen die 
bei den indirekten Verfahren entstehenden Amplif ikat ionsproduk- 
te nachgewiesen werden konnen. Dazu gehoren u.a. die Visuali- 
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sierung mitteis Gelelektrophorese , die Hybriaisierung von Son- 
den an immobii is iert e Reakt ionsprodukt e [gekoppeit an Nyion- 
oder Nitrocellulose-Filter ("Southern blots") oder z.B. an 
"beads" oder Mikrot i terplat ten] una die Kybridisierung der Re- 
akt ionsprodukt e an immobilisierte Sonden (z.B. "reverse dot 
blots" oder mit Sonden gekoppelte "beads M oder Mikrotiterplat ~ 
ten) . 



Es sind eine Vielzahl verschiedener Variances beschrieben, mit 
denen keimspezif ische Ol igonukleot ide (z.B. Sender, una Primer) 
fur die beschr iebenen direkten oder indirekten Nachweisverf ah- 
ren markiert bzw. modi fiz iert warden konnen. So konnen diese 
beispielsweise radioaktive, farbige, f luoresz i erende oder an- 
derweitig modif izierte bzw. modi f i zierende Gruppen enxhalten, 
beispielsweise Antikorper, Antigene, Enzyme bzw. andere Sub- 
stanzen mit Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen . Sonden 
bzw. Primer konnen entweder natiirlich vorkommende oder synthe- 
tisch hergestellte doppelst rangige oder einzelstrangige DNA 
oder RNA sein bzw. modif izierte Formen von DNA oder RNA, wie 
z.B. PNA (bei diesen Molekulen sind die Zucker-Einheiten durch 
Aminosauren oder Peptide ausget auscht ) . Einzelne oder mehrere 
Nukleotide der Sonden oder Primer konnen gegen analoge Baustei- 
ne (wie z.B. Nukleotide, die in der Ziei -Nucleinsaure nicht na- 
tiirlich vorkommen) ersetzt sein. Bei den o.g. indirekten Nach- 
weisverf ahren kann Detektion auch liber ein intern-markiertes 
Amplifikat gefuhrt werden. Dies kann z.B. uber den Einbau von 
modif izierten (z.B. an Digoxigenin oder an Fluorescein gekop- 
pelten) Nukleosidtriphosphaten wahrend der Ampl if ikat ionsreak- 
tion erfolgen. 



Geeignet als erf indungsgema&e keimspez if ische Ol igonukleot ide 
sind Nucleinsauren, vorzugsweise 10 bis 250 Basen una insbeson- 
dere 15 bis 30 Basen iang, die mindestens in einer 10 Basen 
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1 anger. Sequenz mil den unten angegebenen Sequenzen 1 bis 4 oder 
den hierzu komplement aren Sequenzen ubereinsn immen . Geringere 
Abweichungen (1 bis 2 Basen) in dieser 10 Basen langen Sequenz 
srnd moglich, ohne da -3 die jeweils angegeber.e Spezifitat bei 
der Amplification und/oder Hybridisierung verloren geht . Dem 
Fachmann ist bekannt, da£ im Falle solcher geringeren Abwei- 
criungen die Reakt ionsbedingungen entsprecherd verandert werden 
miissen; vgi . be ispiei sweise T. Maniatis, Molecular Cloning, 
Herausgeber G. Sambrook 6c E . ? . Fritsch, Cold Soring Harbour La- 
boratory Press, 1989. 

Die Sequenz von Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) im Bereich 
der 23S/5S intergenischen Region lautet : 

(Sequenz 1 = SEQ ID NO 1)) 

ATAACACCCAAACAATCTGAYGATTGTCTGTTGTAAGGTGAAGTCGACGAACCGAAAGTTCGC 

ATGAACCGCAAACACCTTGAAATCACATACCTGAATCCGGATAGACGTAAGCCCAAGCGAACG 
GATAT 

AuJserdem wurde die Sequenz im Bereich der 2 3S/5S - intergenischen 
Region fur 6 weitere Stamme der Spezies Pseudomonas aeruginosa 
sowie fur mindestens je einen Stamm der folgenden Spezies be- 
st immt : Pseudomonas asplenii, Pseudomonas c izronellosis , Pseu- 
domonas corrugata , Pseudomonas fluorescens , Pseudomonas fragi, 
Pseudomonas mendocina, Pseudomonas pseudoalcal igenes , Pseudomo- 
nas putida, Pseudomonas stutzeri , Pseudomonas syringae . Die Se- 
quenzvergleiche ergaben, da£ sich mehrere, von Sequenz 1 abge- 
leitete 01 igonukleot ide fur den selektiven Nachweis von Bakte- 
rien der Spezies Pseudomonas aeruginosa eignen. Geeignet fur 
solche keimspezif ischen 01 igonukleot ide ist die Sequenz der Re- 
gion (12-131) . 
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Von Sequenz 1 wurden f olgende , als Primer fur die ?CR (Seauenz 
3) und als Sonde (Sequenz 4), besonders geeignete Oligonukleo- 
tide abgeleitet. 

Oligonukleot id Pal (Sequenz 2) entspricht Position 2823-2842 
eines 23S rRNA-Gens von Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 
[Toschka et ai . (1987), Nucleic Acids. Res. 15, 7182]: 



Oligonukleotid Pal: (Sequenz 2 
GATAGGCTGGGTGTGTAAGC-3 ' 
Oligonukleotid Pa2 : (Sequenz 3 
CTTGGGCTTACGTGTATCCG- 3 " 
Oligonukleotid Pa3 : (Sequenz 4 
TGATTTCAAG GTG- 3 " 



- SEQ ID NO 2} 5"- 

- SEQ ID NO 3) 5'- 

= SEQ ID NO 4} 5 " -TTCAGGTATG 



Beispiel 1: Nachweis von Bakterien der Spezies Pseudomonas 
aeruginosa mit der Polymerase - Kettenreakt ion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde 
DNA mittels S t andardverf ahren isoliert . Je ca . 10 bis 100 ng 
dieser DNA-Praparationen wurde dann in Gegenwart von je 0,4 /xM 
Oligonukleotid Pal und Pa2, 200 [iM dNTP's (Boehringer Mann- 
heim), 4 mM MgCl 2 , 16 mM (NH 4 ) 2 S0 4/ 67 mM Tris/HCl (pH 8,8), 
0,01 % Tween 20 und 0,03 U//il Taq~ Polymerase (Biomaster) in die 
PCR eingesetzt. Die PCR wurde in einem Perkin-Elmer 9600 Ther- 
mocycler mit dem nachfolgend auf gef iihrten Thermoprofil durchge- 
fuhrt : 

- initiale Denaturierung 95 °c 5 min 



- 1. Amplif ikation {15 Zyklen) 



94 
68 
72 



°C 
°C 



35 sek 
30 sek 
30 sek 
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2. Amplif ikation (20 Zyklen) 



94 


o 


35 


sek 


64 


°C 


30 


sek 


72 


O 


30 


sek 



- finale Synthese 72 °C 5 min 

Nach Eeenciigung der PCR-Reaktion wurden die Ar.pl if ikaticnspro- 
dukte mittels Agarose - Gelelektrophorese aufgetrer.nc und durch 
Anfarbung mit Ethidiumbromid visualisiert . Das erwartete Pro- 
dukt von 191 bp Lange wurde nur in den Fallen beobachtece t , in 
denen DNA von Stammen der Spezies Pseudomonas aeruginosa anwe- 
send war (vergleiche Tabeile 1) , nicht aber bei Anwesenheit von 
DNA der anderen getesteten Bakuerien. Nach Beendigung des Lau- 
fes wurde die in den Gelen enthaltene DNA nutcels Standard- 
Methoden auf Nylon-Filter transferiert und zur Uberprufung der 
Spezifitat mit dem am S'-Ende biotinylierten Oligonukleot id Pa3 
(Sequenz 4) hybridisiert . Die Hybridisierung erfolgte in 5 x 
SSC , 2 % Blocking Reagenz, 0,1 % Lauryl sarcos in , 0,02 % SDS 
und 5 pmol/ml Sonde fur 4 h bei 48 °C. Gewaschen wurde in 2 x 
SSC, 0,1 % SDS fur 2x5 min bei Raumtemperatur una in 0,1 x 
SSC, 0,1 % SDS fur 1 x 15 min bei 48 °C. Die Detektion erfolgte 
nach Standard-Methoden mittels Aikaiischer Phosphatase - 
Konjugate (Extravidin, Fa SIGMA, # E-2636) in Anwesenheit von 
5 -Bromo-4 -chloro-3 - indolylphosphat und 4-Nitro-Blue Tetrazoli- 
umchlorid (Fa. Boehringer Mannheim) . 

Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, 
in denen zuvor auch eine Bande auf dem Agarose -Gel sichtbar war 
(siehe Tabeile 1). Somit wurde mittels PCR und teilweise auch 
mittels Hybridisierung die Anwesenheit samtlicher der 82 gete- 
steten Pseudomonas aeruginosa -Stamme nachgewiesen. Hingegen 
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wurde keiner der gecesner.en nicht zu dieser Spezies gehorenden 
Bakteriensnamme mit diesem System erfaJSt . 

Taipelle 1: Resultate der PCR-Amplif ikation mit den Oligonu- 

kleotiden Pal und Pa2 ( SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3) und nach- 
folgender Hybr idisierung mit dem Oligonukleoc id Pa3 (SEQ ID NO 
4) 



£>pez les 


Stammbezeichnung | PCR 

1 


Hybridisier 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 9027 i + 


ung 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 10145 j + 




Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 148 36 | + 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15522 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15691 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 15692 


+ 


n . d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 214 72 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 21776 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 3 3350 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 33361 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


ATCC 3 3818 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


ATfP o o a o o 
AiLL J> d> y b o 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


LMG 8 02 9 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 288 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 939 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1117 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1253 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


DSM 1299 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 682 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4283 


■f 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 4 880 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 4937 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 4938 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5258 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5594 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5595 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5596 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5597 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5598 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5599 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5600 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5601 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5602 




+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5603 


+ 




Pseudomonas aeruginosa 


BC 5604 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC lo06 


+ 


+ 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5607 


+ 


+ 
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Pseudomonas aeruginosa 


BC 5917 | 


n . d . 


Pjeudomonas aeruginosa 


BC 5918 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5919 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5920 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5921 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5922 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5923 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5924 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5925 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5926 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5927 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5928 


■A- 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5929 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5930 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5932 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5933 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 5934 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7046 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7047 


-j- 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7048 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7049 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7050 


4- 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7051 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7052 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7053 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7054 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7055 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7056 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7057 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7058 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7059 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7060 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7061 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7062 


+ 


n . d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7063 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7064 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7065 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7066 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7 06 7 


4- 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7068 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7069 


4- 


n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7 0 7 0 


+ 


n. d. 


PSPIJrJnmonp <5 v^n rr i n r~i a a 
.c *— 1 1 — "i-twxiii uiuj qci y _l l i. \J & ci 


BC 7071 


+ 


n . a . 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7072 




n. d. 


Pseudomonas aeruginosa 


BC 7073 


+ 


n. d. 


Pseudomonas aloaligenes 


DSM 50342 






Pseudomonas aspienii 


DSM 50254 






Pseudomonas cepacia 


BC 3134 






Pseudomonas chlororaphis 


BC 1753 






Pseudomonas ci tronellosis 


DSM 50332 






Pseudomonas corrugata 


DSM 7228 







Pseudomonas f lucres c ens 


| 3C 4882 } 




Pseudomonas f luorescens 


BC 24 3 3 


- 


- 


Pseudomonas fragi 


DSM 3456 






Pseudomonas wendocina 


DSM 50017 






Pseudomonas oleovorans 


DSM 1045 


_ 




Pseudomonas pickettii 


BC 3323 




- 


Pseudomonas pseudoalcalj.- 
genes 


DSM 50188 




- 


Pseudomonas putida 


BC 4941 




- 


Pseudomonas putida 


DSM 231 


- 


- 


Pseudomonas putida 


DSM 548 




- 


Pseudomonas putida 
(ovali s ) 


ATCC 9 50 


_ 


- 


Pseudomonas stutzeri 


BC 4940 






Pseudomonas sy r ringae 


DSM 10604 




- 


Citrobacter amalonaticus 


DSM 4593 






Enterobacter aerogenes 


DSM 30053 






Escherichia coli 


ATCC 873 9 






Escherichia hermanii 


DSM 4560 






Klebsiella pneumoniae 


BC 5362 






Klebsiella terrigena 


BC 4700 






Proteus vulgaris 


DSM 2024 






Providencia stuartii 


BC 5950 






Salmonella Ana turn 

do. t-j-;^+-^.o-.« n ; -i 


BC 2284 j 





BC: BioteCon-Stammsatnmlung, n.d.: Hybridisierung wurde nicht 
durchgef iihrt . 



Patentanspruche 



1. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daS man von r.ehreren 
Stammen ausgeht, die einerseits einer nachzuwei senden Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas una andererseits nicht- 
nachzuweisenden Bakterien angehoren, 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Stamm der genannten 
Bakterien (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S- intergenische Region 
gegebenenf alls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und 
das Amplif ikat ionsprodukt gewinnt (erstes Ampl if ikat ionspro- 
dukn) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Stamm der ge- 
nannten Bakterien jeweils gema£ Stufen (a) und (b) genomi- 
sche DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region mit dem 
direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt angren- 
zenden 5S-Bereich amplifiziert und das Ampl if ikat ionsprodukt 
gewinnt (zweites, drittes, ntes Amplif ikat ionspro- 
dukt ) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaS (b) und 
(c) gewonnenen Amplif ikat ionsprodukten bestimmt und die DNA- 
Sequenz des Amplif ikat ionsproduktes gemaS (b) mit der DNA- 
Sequenz eines oder mehrerer Ampl if ikat ionsprodukte gemaS (c) 
vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert 
und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuweisende Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas von nicht -nachzuwei- 
senden Bakterien anhand von Unterschieden an mindestens ei- 
ner Nukleotidposition im Sequenzbereich des Nucleinsauremo- 
lekuls unterscheiden latet . 
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2. Nucleinsauremolekul nach Ar.spruch 1, dadurch gewinnbar, da£ 
man von Stammen ausgeht, die einerseits nachzuweisenden Bakte- 
rien des Genus Pseudomonas und andererseits nicht nachzuweisen- 
den Bakterien eines anderen Genus (anderer Genera) als Pseudo- 
monas angehoren. 

3. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daS man von mehreren 
Stammen ausgeht, die einer nachzuweisenden und einer nicht- 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien des Genus Pseudomonas an- 
gehoren , 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Pseudomonas -Stamm die- 
ser Gruppen (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 2 3S/5S - intergenische Region 
gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich 
und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und 
das Amplifikationsprodukt gewinnt {erstes Ampl if ikationspro- 
dukt) , 

(c) mit einem zweiten, dritten, und/oder nten Pseudomonas- 

Stamm dieser Gruppen jeweils gemaE Stufen (a) und (b) geno- 
mische DNA isoliert, die 23S/5S- intergenische Region mit 
dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem direkt an- 
grenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikations- 
produkt gewinnt (zweites, drittes ntes Amplifikati- 
onsprodukt) , 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemafi (b) und 
(c) gewonnenen Ampl if ikationsprodukt en bestimmt und die DNA- 
Sequenz des Ampl if ikat ionsproduktes gema£ (b) mit der DNA- 
Sequenz eines oder mehrerer Ampl if ikat ionsprodukte gemaE (c) 
vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert 
und gewinnt, mit dessen Hilfe sich die nachzuweisende Gruppe 
von Bakterien des Genus Pseudomonas von der nicht-nach- 



zuweisenden Gruppe von Bakcerien aes Genus Pseudomonas an- 
hand von Unt erschieden an mmdestens einer Xukleot idposition 
im Sequenzbereich des Nucleinsauremolekuls unterscheiden 
laSt . 

4. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 3, dadurch gewinnbar, da£ 
man von Scammen ausgeht, die einer nachzuwe i senden Gruppe von 
Bakxerien der Species Pseudomonas aeruginosa una einer nicht- 
nachzuweisenden Gruppe von Bakterien anderer Psaudomonas- 
Species angehoren . 

5. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 oder der hierzu komple- 
mentaren Sequenz . 

6 . Nucleinsauremolekul mit gegenuber einem Nucleinsauremolekul 
genaS Anspruch 5 verkurzter Sequenz, und zwar der Sequenz des 
Bereiches oder im Bereich der Nukleotidposit ionen 12 bis 131. 

7. Nucleinsauremolekul mit gegenuber einem Nucleinsauremolekul 
gemaS Anspruch 5 verkurzter Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 3 oder 

(ii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iii) der zu (i) und (ii) jewel Is kompiementaren Sequenz. 

8. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 2 oder der hierzu komple- 
mentaren Sequenz . 

9. Nucleinsauremolekul, dadurch gekennzelchnet , daS es hin- 
sichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 auf einanderf olgenden 
Nukleotiden seiner Nukleot idket te 

(r) mit einem Nucleinsauremolekul gemafe einem der vorhergehen- 

den Anspruche identisch ist oder 
(ri) in 9 von 1C auf einanderf olgenden Nukleotiden mit einem 
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Nucleinsauremolekul gema£ einem der vorhergehenden Anspru 
che ubereinst immt oder 

(iii) in 8 von 10 auf einanderf olgenden Nukieotiden mit einem 
Nucleinsauremolekul gemaS einem der vorhergehenden Ansprii 
che ubereinst immt oder 

(iv) zu mindestens 90 % mit einem Nucleinsauremolekul gemaS ei 
nem der vorhergehenden Anspruche homoiog ist . 

10. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich - 
net, da£ es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotide 
iang ist. 



11. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet , da£ es einzelstrangig oder doppel 
strangig vorliegt. 



12. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet , daft es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA 

(iii) als PNA vorliegt, 

wcbei das Nucleinsauremolekul gegebenenf alls in einer fur ana- 
lytische Nachweisverf ahren, insbesondere auf Basis von Hybridi- 
sxerung und/oder Amplif izierung, an sich bekannten Weise modi- 
f iziert ist . 



13. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, da£ das Nucleinsauremolekul dadurch modif iziert ist, date 
bis zu 20 % der Nukleotide von mindestens 10 auf einanderf olgen- 
den Nukleotiden seiner Nukleot idkette , insbesondere 1 oder 2 
Nukleotide, durch fur Sonden und/oder Primer an sich bekannte 
analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere durch Nukleotide, 
die bei Bakterien nicht natiirlich vorkommen . 



14. Nucleinsauremolekul nach Ansprucn 12 cder 13, dadurch ge- 
kennzelchnet , daS das Nucleinsauremolekul dadurch oder zusatz- 
lich dadurch modifiziert bzw. markiert 1st, daS es in einer fur 
analytische Nachwe isverf ahren an sich bekann:en Weise eine oder 
mehrere radioakuive Gruppen, farbige Gruppen, f luoreszierende 
Gruppen, Gruppen zur Immobi li sierung an fes:er Phase und/oder 
Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaction, insbesondere 
eine enzymat ische Reaktion, insbesondere mit Kilfe von Anti- 
korpern, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit Affinitat 
zu Enzymen oder Enzymkomplexen, und/oder anderweitig modifizie- 
rende oder modifizierte Gruppen nucleinsaureahnl ichen Aufbaus 
aufweist . 

15. Kit fur analytische Nachweisverf ahren, insbesondere zum 
Nachweis von Bakterien der Gattung Pseudomonas , gekennze ichnet 
durch ein oder mehrere Nucleinsauremolekiile gemaS einem der 
vorhergehenden Anspruche . 

16. Verwendung ein oder mehrerer Nucleinsauremolekule gemaS ei- 
ner- der Anspruche 1 bis 14 oder eines Kits gemaS Anspruch 15 
zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien, welche ei- 
ner Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudoraonas angehoren. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet , da£ 
die Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas verschiedene 
Stamrne von Pseudomonas aeruginosa umfaSt oder durch diese Stam- 
me gebildet wird . 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, da£ es 
sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung Pseudomonas aus- 
schlieSlich urn Pseudomonas aeruginosa -Stamrne handelt . 
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19. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS man eine Nucleinsaurehybridisierung und/oder 
eine Nucleinsaureampl if ikat ion durchf iihrt . 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , daiS 
man eine Polymerase -Kettenreaktion als Nucleinsaureamplif ikati- 
on durchf iihrt; . 

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ man den Nachweis dadurch durchfiihrt, daS man 
die nachzuweisenden Bakterien von nicht -nachzuweisenden Bakte- 
rien anhand von Unterschieden der genomischen DNA und/oder RNA 
an mindestens einer Nukleotidposition im Bereich eines Nuclein- 
sauremolekuls gemaS einem der Anspriiche 1 bis 14 unterscheidet . 

20. Verwendung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dafi 
man anhand von Unterschieden im Bereich eines Nucleinsauremole- 
kiils gemaE Anspruch 5 unterscheidet . 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nucleinsauremolekul bzw. 
-molekiile sowie ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas , insbesondere Pseudomonas aeruginosa. Fer- 
ner ist Gegenstand der Erfindung ein Testkit bzw. Testkits zur 
Durchfuhrung der genannten Nachweisverf ahren . 



